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La presente invention concerne un proced6 de preparation 
par filtration d'une solution de facteur VIII securisee 
viralement et essentiellement depourvue de facteur von 
Willebrand (vWF) de haut poids mpleculaire, ^ partir d'une 
solution de facteur VIII de haute ou tr6s haute purete et 
contenant ou essentiellement depourvue de complexes de haut 
poids moleculaire facteur VIII-vWF. 

Le facteur VIII est un composant prot^ique du sang utilise 
depuis de nombreuses annees pour le traitement d'individus 
souffrant d'h6mophilie A, une maladie congenitale causae par une 
deficience ou une absence de facteur VIII dans le sang. On a 
utilise pendant longtemps des concentres plasmatiques enrichis 
en facteur VIII pour le traitement des patients. 

Les concentres les plus couramment utilises 6taient le 
cryoprecipite et les concentres purifies obtenus a partir du 
cryoprecipite. On appelle usuellement cryoprecipite, un 
precipite obtenu a partir d'un plasma humain congele par une 
technique de f ractionnement plasmatique a basse temperature. Le 
plasma congele est ramolli a une temperature d' environ -5'C ^ 
-IS'C puis rechauffe lentement sous agitation a une temperature 
qui ne depasse pas 3*C. Dans ces conditions, le plasma gele fond 
partiellement pour donner une phase liquide et une phase solide, 
la phase solide etant alors recuperee par centrifugation pour 
donner le cryoprecipite, qu'il convient alors de purifier pour 
obtenir des preparations de facteur VIII suffisamment pures. 
Cette fraction cryoprecipitee est compos6e essentiellement de 
fibronogene, f ibronectine, facteur VIII et facteur Von 

Willebrand (vWF) . 

Dans cette fraction cryoprecipitee, le facteur VIII est 
generalement associ6 au vWF qui stabilise le facteur VIII par 
cort^ilexation . 
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Pendant longtemps, les etapes de purification viserent 
essentiellement a separar du facteur viii, des proteines 
indasirables telles que notainn.ent le fibrinogene et la 
fibronectine. 

5 . Toutefois, on sait maintenant qu-un des problemes 

essentials lies ^ la preparation du facteur VIii a partir du 
plasma, reside dans la necessity d-inactiver/d'aliminer des 
vxrus originellement contenus dans le sang avac des rendements 
satisfaisants, 

10 Bien qu-il soit difficile d'etablir une lista exhaustive de 

ces virus, on peut citar an particular les differents virus 
hepatiques, hepatite A, hepatite B, hepatite C, hepatite G ou 
encore, les differantes formes du virus du Sida (VIH) . 

De nombreuses techniques d • inactivation virala ont ainsi 
15 ate daveloppees telles que la chauffaga a sec la 
pasteurisation, la traitament solvant-datergent . L- ensemble de 
ces techniques est relativement efficace vis ^ vis des virus 
enveloppes mais 1- inactivation ou 1 • elimination des virus nus 
notamment des petits virus tels que le parvovirus B19 ou ll 
'.0 virus de I'h^patite A, reste I'un des problemes majeurs. 

Des technologies plus recentes utilisent les capacites da 
retention virala de membranes de faible taille de pores Ces 
technologies presentent ef f ectivement une efficacite notable vis 
a vxs de virus da petite taille tels que les parvovirus B19 ou 
:> le virus de 1- hepatite A et pauvent etra appliqu^es a des 
proteines de faible poids mol^culaire. Cependant, les seuils de 
coupure utilises, qui sont inferieurs a 900 kD, na permettent 
pas d'envisagar la "filtration da proteines ou complexes 
proteiques de haut poids moleculaire comme le facteur VIII sans 
parte majeure de rendement. 

Ainsi par exemple, la publication de brevet WO96/00237 
decrit une methode pour ameliorer la filtrabilite des proteines 
dans une solution contenant au moins una macromolecule, qui 
consiste a utiliser une solution dans laquelle la tenaur totale 
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sel varie de 0.2 M a saturation de la solution avec le sel 
concerne. Cette forte teneur en sel a pour effet d'augmenter les 
rendements de filtration. De preference, I'etape de filtration 
est mise en oeuvre a un stade oCi I'activite specif ique de la 
macromolecule d'int6r€t est deja tres elev6e, de sorte qu-il est 
possible d'utiliser un filtre a structure tres fine et 
d'^liminer des virus tr6s petits. 

Cependant, ce document n' envisage absolument pas la 
filtration de solutions contenant des molecules de tres haut 
poids moleculaire telles que le facteur VIII, et notamment le 
facteur VIII d'origine plasmatique, lequel est gen^ralement 
associ6 k du vWF, formant ainsi des complexes de haut poids 
moleculaire. Ce document cite I'exemple d'une forme deletes du 
facteur VIII recombinant avec un poids moleculaire moyen de 
I'ordre de 170 kD et totalement depourvu en vWF. Tous les 
exemples portent sur le facteur IX dont le poids moleculaire 
moyen est de I'ordre de 55 kD, et ce document souligne que la 
m^thode decrite est particuli^rement adaptee S cette taille de 
molecule, le seuil de coupure du filtre devant par ailleurs etre 
legerement plus eleve que la taille de la molecule a filtrer. 
Ainsi, pour le facteur IX, le filtre utilise a un seuil de 

coupure de 7 0 kD. 

or, comme indique pr6c6demment , le facteur VIII, selon son 
origine, peut se presenter sous une forme complexes qui lui 
25 donne une taille significative, laquelle peut atteindre 
20 000 kD en termes de poids moleculaire et plusieurs dizaines 
de nanometres en terme de taille particulaire (> 106 nm pour 
I'axe principal de la 'molecule, Eppel et al., Langmuir 1993, 9, 
2281-88, American Chemical Society). Aucun moyen n'est 
disponible actuellement pour filtrer de fapon satisf aisante, ce 
type de molecules et simultan6ment eliminer des virus de petite 
taille tels que par exemple les Parvovirus B19 qui ont une 
taille de I'ordre de 18 a 20 nm. 
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Les inventeurs ont maintenant trouve de fagon surprenante 
qu'il etait possible d'obtenir par filtration une solution de 
facteur VIII securisee viralement et essentiellement depourvue 
de vWF de haut poids moleculaire, a partir d'une solution 
contenant du facteur VIII de haute ou tr^s haute purete 
contenant ou essentiellement depourvue de complexes de haut 
poids moleculaire facteur Vlll-vWF. 

C'est pourquoi 1' invention a pour objet un precede de 
preparation par filtration d'une solution de facteur Vlil 
securisee viralement et essentiellement depourvue de vWF de haut 
poids moleculaire, selon lequel : 

- on prepare une solution contenant du facteur VIli de 
haute ou tr^s haute puret4 contenant ou essentiellement 
depourvue de complexes de haut poids moleculaire facteur VIii- 

15 vWF ; 

- on met en oeuvre de fagon optionnelle, une etape a) 
permettant, si necessaire, la dissociation des complexes de haut 
poids moleculaire facteur VIIl-vWF et I'obtention d'une solution 
essentiellement depourvue de facteur Vlii associe a du vWF de 

20 haut poids moleculaire ; 

- on met en oeuvre une etape b) de filtration de ladite 
solution essentiellement depourvue de facteur VIIl associe a du 
VWF de haut poids moleculaire sur un filtre hydrophile ayant une 
porosite aussi faible que 15nm. 

La preparation par filtration d'une solution de FVIII 
permet avantageusement d'obtenir une solution essentiellement 
depourvue de vWF de haut poids moleculaire, notamment de vWF 
ayant un degre de polymerisation superieur ou egal a 15, c'est- 
a-dire dans laquelle le vWF est controle a la fois 
30 qualitativement et quantitativement . Le precede selon 
I'invention permet egalement d'augmenter signif icativement les 
rendements de filtration grace a la diminution de la quantite de 
complexes proteiques de haut poids moleculaire, et d'obtenir une 
solution ayant un degre de purete satisfaisant tout en assurant 
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1' elimination virale des virus pathogenes humains de taille 
>15nm. 

L'etape a) permettant la dissociation d'un complexe de haut 
poids moleculaire facteur VIII-vWF, est necessaire ou pas selon 
5 I'origine et le mode de preparation de la solution de facteur 
VIII de depart, qui conditio nnent la presence ou non de facteur 
VIII associe k du vWF de haut poids moleculaire dans la solution 
de depart. 

La dissociation du complexe FVIII-vWF est obtenue au moyen 
10 d'au moins un ion chaotropique present en quantite suffisante 
pour permettre la dissociation. Tous les ions connus pour avoir 
une activite chaotropique sont utilisables. 

II s'agira de preference d'ions divalent s apportes a la 
solution de facteur VIII sous forme d'une solution saline de 
15 0,2M a saturation des sels. 

On peut citer ^ titre d'exemple non limitatif, CaCl,, ou 
encore MgCl^. On utilisera de preference une solution de CaClz- 
La concentration de la solution sera de preference environ 
0.35M. 

20 On a constats que, outre les conditions propres a la 

filtration, les conditions utilisees pour la dissociation ont 
une influence sur le rendement de la filtration ulterieure. Les 
parametres qui d^finissent 1' ensemble de ces conditions sont, 
lors de I'etape de dissociation, la nature des sels et leur 

25 concentration, et lors de I'etape de filtration, la pression et 
la temperature. 

De fa(;on surprenante, les rendements de filtration sont 
considerablement ameliores lorsque la pression transmembranaire 
lors de la filtration est abaiss6e k des valeurs tres faibles, 
30 en dega des seuils de recommandations preconises par le 
fournisseur de filtres. 

La temperature exerce aussi une influence non negligeable 
sur les rendements de filtration, des valeurs trop fortes ou 
trop faibles de la temperature ayant pour effet d'augmenter le 
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nombre des formes multimeres du vWF. Avantageusement , on 
choisira une temperature de I'ordre de 35+ S'c. 

Parmi les filtres a virus disponibles sur le marche ou en 
cours de developpement, on peut citer par exemple la membrane 
Planova® 15N commercialisee par la Societe Asahi Chemical 
industry. Dans ce cas, le filtre est utilise de preference a une 
pression inferieure a 0,3 bar, avantageusement inferieure a 0, 2 
bar . 

Differentes techniques de filtration peuvent etre mises en 
oeuvre. Les techniques les plus courantes sont les techniques de 
filtration tangentielle ou de filtration frontale qui peuvent 
etre mises en oeuvre avec les memes types de filtres. 

La solution de facteur VI II de depart, pr^alablement 
purifiee, peut etre preparee de differentes fagons, par exemple, 
i partir d'une fraction plasmatique telle que la fraction 
cryoprecipitee du plasma, ou encore par voie recombinante. 
Toutes les conditions de preparation connues de I'homme du 
metier peuvent etre utilisees. De maniere non limitative, on 
peut citer les methodes de purification suivantes permettant 
20 I'obtention d'une solution de facteur VIII pre-purifiee 
utilisable pour la mise en oeuvre du precede selon 1' invention : 
• Chromatographie d'echange d'ions selon par exemple I'une 
des variantes d^crites dans les brevets EP-B-359 593, EP 0 343 
275, US 4 743 680, WO 97/17370 et EP 0 173 242. 

. Chromatographie d • immunoaf finite par exemple selon I'une 
des variantes d^crites dans les publications de demandes de 
brevet WO 97/39033, EP 0 286 323 ou dans le document Zimmerman 
et Fulcher, Thrombosis" Res., Suppl. VII, p 58, 1987 ; Berntorp 
et Nilson, Thrombosis Res., Suppl. VII, p 60, 1987. 

. Chromatographie de filtration sur gel en milieu 
dissociant ou non telle que d^crite par P.J. Fay (P.j. Fay et 
al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA vol 79 p 7200-7204, 1982). 



Chromatographie d' affinity sur heparine iiranobilisee telle 
que decrite dans la publication de demande de brevet WO 
93/22337. 

Typiquement, la purification par chromatographie d'echange 
5 d'ions a partir d'une fraction plasmatique telle que la fraction 
cryoprecipitee du plasma, comporte une 6tape d' inactivation 
virale permettant 1' inactivation des virus envelopp6s. On peut 
utiliser diffSrents systemes chromatographiques, les conditions 
d- adsorption puis d'elution de la fraction concent ree en 
10 facteur VIII pouvant ensuite avoir une influence sur les 
rendements ult6rieurs du precede. On peut faire varier la nature 
de la matrice et de I'^changeur d'ions. On peut ainsi mettre en 
oeuvre un systeme chromatographique d'6change d'ions faibles, 
tel que par exemple le gel Toso Haas Toyopearl-DEAE 650 M, ou 
15 encore un systeme chromatographique d'echange d'ions forts, tel 
que par exemple le gel Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia 
Biotech) . Lorsque la solution de depart est preparee par 
purification par echange d'ions, elle contient une quantite 
significative de facteur VIII associe a du vWF de haut poids 
20 moleculaire et I'etape a) est indispensable. 

La dissociation de I'etape a) peut etre effectuee en meme 
temps que I'elution ou, suivant un autre aspect, poster ieurement 
a I'elution. Une elution effectuee en presence d'un sel 
chaotrope a pour effet d'augmenter le rendement d'elution par 
25 rapport a une elution effectuee en presence d'un sel tel que 
NaCl, tout en assurant la dissociation, indispensable pour 
realiser I'etape de filtration ulterieure dans les conditions 
requises. 

Selon un mode de realisation prefere, la solution 
30 concentree de facteur VIII obtenue k 1' issue de la purification 
par chromatographic d'echange d'ions est done elu6e dans les 
conditions dissociantes de I'etape a), c'est-a-dire en presence 
d'un ion chaotropique. 
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La purification prealable de la solution de facteur VIII de 
depart peut egalement etre obtenue par une technique de 
precipitation a I'h^parine. Dans ce cas, on adsorbe par exemple, 
une fraction cryoprecipit^e du plasma sur un gel d'hydroxyde 
d • aluminium, en presence d'heparine, avec un ref roidissement ^ 
une temperature d' environ 14 'C a environ 19°c et centrif ugation. 
Une premiere etape d ' inactivation virale, mise en oeuvre sur le 
surnageant de precipitation, peut §tre effectuee avantageusement 
par un traitement solvant-d^tergent tel que decrit dans la 
publication europdenne de brevet EP-A-0343275 . Le surnageant de 
precipitation est alors ajuste en pH et osmolalite avant 1 'etape 
de chromatographie par echange d'ions. 

Selon un autre mode de realisation, la solution de 
facteur VIII de depart est obtenue par immunoaf finite . Dans ce 
cas, la solution de depart peut etre essentiellement depourvue 
de facteur VIII associe a du vWF de haut poids moleculaire. La 
mise en oeuvre de I'^tape a) permettant la dissociation du 
complexe facteur Vlli-vWF de haut poids moleculaire est alors 
optionnelle. 

Enfin, on peut egalement envisager de partir d'une solution 
de facteur VIII recombinant, qui peut necessiter une etape 
supplementaire d' inactivation virale. II ne sera pas n^cessaire 
de mettre en oeuvre 1' etape a). 

De preference, la solution de facteur VIII de depart aura 
une activite specifique au moins egale a 50 Ul/mg, de preference 
au moins egale ^ ICQ ui/mg, la filtrabilite de la solution 
augmentant avec 1' activite specifique du facteur VIII. 

L' activite specifique telle qu'indiquee s'entend avant 
ajout eventuel d'albumine en vue de la stabilisation du 
30 facteur VIII. 

Plus particulierement, on utilisera une solution de depart 
dans laquelle la concentration en facteur VIII : c est de 
environ 2 k environ 100 u/ml de preference de environ 10 a 
environ 50 U/ml. 
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La teneur en prot^ines de la solution de facteur VIII de 
depart sera avantageusement de environ 0.05 a environ 0.5 mg/ral, 
de preference de environ 0.1 a environ 0.5 mg/ml. 

La teneur en proteines est determinee par la technique de 
5 dosage des proteines de Bradford (trousse de dosage 
commercialisee par la soci6t6 Pierce) . 

Une fois la filtration effectuee, les facteurs VIII et von 
Willebrand qui ont ete filtres, sont reassocies sous forme de 
complexes, apres elimination des agents dissociants, par exemple 
10 par dialyse, et on recupere, 6ventuellement apres une 6tape de 
lyophylisation, la solution de facteur VIII formulee pour une 
utilisation . commerciale . 

L' invention a egalement pour objet une solution de facteur 
VIII securisee viralement et essentiellement depourvue de vWF de 
13 haut poids moleculaire susceptible d'etre obtenue par le precede 
selon 1' invention. 

Enfin, 1' invention concerne les solutions obtenues selon 
1' invention A titre de medicament, plus particulierement pour 
traiter I'hemophilie A. 
20 L- invention sera decrite plus en details a I'aide des 

exemples qui suivent, qui illustrent 1' invention sans toutefois 
en limiter la portee , Les exemples sont accompagnes de la 
Figure 1 qui represente : 

Figure 1 : courbe qui met en evidence la variation de la 
25 filtrabilite du facteur VIII sur membrane Planova® 15 N en 
fonction de la pression appliquee au systeme. En abscisse, 
figure la pression exprim^e en bars et en ordonnees, figure le 
rendement de filtration exprime en pourcentage (rapport entre 
1' activity FVIIIC exprimee en Ul/ml du filtrat sur celle du 
30 produit de depart) . 
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EXEMPLE 1 : Preparation d'une solution de facteur VIII par 
filtration ^ partir d'une fraction cryoprecipitee du plasma. 

La preparation de la solution de facteur VIII de depart est 
effectuee conf ormement a 1 ' enseignement du brevet FR 2 632 309 
dont le contenu est ici incorpore par reference. 

835 g de cryoprecipite representant . 113, 5 litres de plasma 
sont ressolubilises par agitation dans une solution d'eau 
h^parinee (3UI/ml) a la temperature anibiante pendant 30 minutes. 
4217 ml de solution riche en facteur VIII et en proteines sont 
clarifies par adsorption sur 90 g de gel d'hydroxyde d' aluminium 
et par precipitation acide (pH 6,50) et abaissement de la 
temperature entre 15 et 19»C. Un precipite enrichi en 
fibrinogene et fibronectine est separe par centrif ugation, ce 
qui permet d'obtenir une solution limpide de facteur VIII de 
purete intermediaire qui est inactivee des virus envelopp^s par 
addition de Polysorbate 80 et de Tri-n-butyl Phosphate 
( respect ivement en solution q.s.p 1% et 0,3%) pendant au moins 6 
heures a pH 7,1. 

5172 ml de solution de facteur VIII viro-inactivee vis a 
vis des virus enveloppes sont adsorbes a 560 ml de gel de 
chromatographic d'echange d' anions faibles (TosoHaas Toyopearl- 
DEAE 650M) prealablement 6quilibre en solution saline tamponnee. 
Apres 2 heures d- adsorption, le gel est lave par une solution 
saline d'osmolalite 390 mOsm/Kg et tamponnee a pH 7,00. La 
fraction non adsorb^e sur le gel est riche en fibrinogene. Le 
gel est ensuite 61u6 d'une fraction enrichie en facteur von 
Willebrand par augmentation de I'osmolalite a 452 mOsm/Kg. La 
fraction concentree de tres haute purete en facteur VIli est 
ensuite eluee par modification du pH k 6,0 et augmentation de la 
force ionique. La fraction elu6e est ensuite ajustee en CaClj a 
une concentration de 0.35M et une osmolalite de 1300 + 100 
mOsm/Kg. Cette fraction est constituee d'un melange de facteur 
VIII et de facteur von Willebrand sous forme dissociee grace a 
1 'action de la forte teneur en calcium. 
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1260 ml de solution stable a +4°C sont rechauffes 
extemporanement k +35'C pour subir une etape d ' elimination de 
virus par filtration a I'aide d'un filtre BMM Planova® 15N au 
seuil de porosite 15 nanometres et ayant une surface de 0,12 m^ 

5 Le debit est maintenu au cours de la filtration de telle maniere 
a ce que la pression transmembranaire soit toujours infferieure h 
0,2 bar. Apres filtration du facteur VIII, 210 ml de solution 
saline tamponnee d 'osmolality 1300 mOsm/Kg sont ensuite filtres 
sur la membrane afin de recuperer 1470 ml de solution de 

10 facteur VIII exempte de virus pathogenes. La solution tampon 
permet d'equilibrer les filtres en osmolalite et pH et sert a 
rincer les filtres apres filtration du facteur VIII. La solution 
de facteur VIII obtenue est appauvrie en facteur von Willebrand 
de tr6s haut degr6 de polymerisation {> k 15) mais contient 

15 suffisamment de facteur von Willebrand de degr6 de 
polymerisation > a 5 et > a 10 pour recomplexer le facteur VIII 
apres dialyse. 

Resultats : 

Le Tableau 1 indique aux diff^rentes etapes du proced§ 
20 selon 1- invention les quantit^s de facteur VIII obtenues ainsi 
que I'activite specif ique (AS), la teneur en proteines et le 
rendement de 1' etape en cause. 
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TABLEAU 1 





Voliame 

(na) 


FVIIIiC 
(Ul/ml) 


Proteines 
mg/ial 


FVIII 
total 
(UI) 


AS 
(Ul/mg) 


Rendement 
(ft) 


Solu-tion eluee 
de 

chroma "tographle 


1260 


22 


0, 32 


27720 


69 


100 


Solut:ion de 
£acteur VTII 
filtxee a 15 nm 


1470 


12 


0, 14 


17640 


86 


64 


Solution dxalysee 
et 

concen'bree 


149 


108 


1, 13 


16092 


95 


58,1 
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EXEMPLE 2 : Les conditions sont identiques ^ celles de 
I'exemple 1 sauf que 10 OOOg de cryoprecipite repr^sentant 1 330 
litres de plasma sont mis en oeuvre. 13 700 ml de solution de 
facteur VIII viro-inactiv6e vis a vis des virus enveloppes sont 
filtres. Aprds filtration du facteur VIII, 2 litres de solution 
tampon, d'osmolalite 1300 mOsm/Kg sont filtres afin de recuperer 
15 700 ml de solution de facteur VIII exempte de virus 
pathogenes. La membrane de filtration utilisee est une membrane 
BMM Planova® 15N d'une surface de 1,0 m' . 

Le Tableau 2 reproduit ci-apres, indique pour une 
filtration d'un equivalent 1330 litres de plasma, sur membrane 
BMM Planova® 15N d'une surface de 1,0 m', les quant ites de 
facteur VIII obtenues aux differentes etapes du precede de 
filtration ainsi que I'activite specif ique et le rendement de 
1 ' 6tape en cause . 
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TABLEAU 2 





Volume 
(ml) 


FVIII:C 
(Ul/ml) 


Proteines 
mg/ml 


FVIII 
total 
(UI) 


AS 
(Ul/mg) 


Rendement 
(%) 


Solution eluee 
de 

chxomatographie 


13700 


15,0 


0,09 


205500 


167 


100 


Solution de 
facteur VXII 
filtree a 15 nm 


15700 


7,9 


0, 045 


124030 


176 


60, 3 


Solution 
dialysee 
et concentree 


956 


119 


0,72 


113764 


165 


55, 5 
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EXEMPLE 3 : Preparation d'une solution de facteur VIII par 
filtration ^ partir d'une fraction issue d'un cryoprfecipite du 
plasma et pre-purifi6e par precipitation a I'heparine. 

La preparation de la solution de facteur VIII de depart est 
effectuee conf ormement a I'enseignement du brevet US 4 7 43 680 
dont le contenu est incorpore par reference. 

678g de cryoprecipite representant 92,2 litres de plasma 
sont ressolubilis6s par agitation dans une solution d'eau 
heparinee (3UI/ml) a la temperature ambiante pendant 30 minutes. 
3424 ml de solution riche en facteur VIII et en proteines sont 
clarifies comme dans I'Exemple 1. 

4200 ml de solution de facteur VIII viro-inactivee vis a 
vis des virus enveloppes dans les meir.es conditions que I'Exemple 
1, sont adsorbes apres acidification a pH 6,50 a 300 ml de gel 
de chromatographic d'^change d'anions forts (Pharmacia Biotech 
Q-Sepharose Fast Flow) prSalablement 6quilibre en solution 
saline tamponnee. Apres 2 heures 30 minutes d' adsorption, le gel 
est lav6 par une solution saline d'osmolalite 450 mOsm/Kg et 
tamponnee a pH 6,50. La fraction non adsorbee sur le gel est 
riche en fibrinogene. Le gel est ensuite elu6 d'une fraction 
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enrichie en facteur von Willebrand par augmentation de 
I'osmolalite A 581 mOsm/Kg. La fraction concentree de tres haute 
purete en facteur VI li est ensuite eluee par modification du pH 
^ 6,0 et augmentation de la force ionique. La fraction eluee est 
ajustee en CaCU a une concentration de 0.35M et une osmolalite 
de 1300 + 100 mOsm/Kg. Cette fraction est constitute d'un 
melange de facteur VIII et de facteur von Willebrand sous forme 
dissociee grace a 1' action de la forte teneur en calcium. 

1280 ml de solution stable a +4*'C sont rechauffes 
extemporanement a +35 »C pour subir une etape d 'elimination de 
virus par filtration de la meme fagon que dans I'Exemple 1 sur 
une membrane Planova 15N au seuil de porosite 15 nanometres et 
ayant une surface de 0,12 m^. Un volume de 180 ml de solution 
tampon d 'osmolalite 1300 mOsm/Kg est ensuite filtrt afin de 
recuptrer 14 60 ml de solution de facteur VIII exempte de virus 
pathogenes. Cette solution de facteur VIII est appauvrie en 
facteur von Willebrand de tr6s haut degre de polymerisation 
(> 15) mais contient suff isamment de facteur von Willebrand de 
degre de polymerisation > a 5 et > a 10 pour recomplexer le 
20 facteur VIII apres dialyse. 
Resultats : 

Le Tableau 3 reproduit ci-apres, indique aux differentes 
etapes du precede de filtration, les quantites de facteur Vlii 
obtenues, la quantite totale de proteines ainsi que I'activite 
25 specif ique (AS) et le rendement de 1 ' etape en cause. 
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TABLEAU 3 





Volume 
(na) 


FVIII:C 
(Ul/ml) 


FVIII 
total 
(UI) 


Proteines 
mg/itil 


AS 
(Ul/mg) 


Rendeznent 
(%) 


Solution eluee 
de 

cliroroatographie 


1280 


19 


24320 


0,20 


95 


100 


Solution de 
facteur VIII 
filtree a 15 nm 


1460 


13 


18980 


0,12 


108 


78 


Solution dialysee 
et 

j concentree 


164 


92 


15088 


0,95 


97 


62 
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Exemple 4 : Variation de la filtrabilite d'une solution de 
facteur VIII sur une membrane Planova® 15 N en fonction de la 
nature et de la concentration des sels utilises pour la 
dissociation. 

Resultats : 

Le Tableau 4 reproduit ci-apres, met en evidence les 
variations du rendement de filtration en fonction de ces 
differents parametres, les autres conditions operatoires du 
precede demeurant celles definies a 1' exemple 1. 



TABLEAU 4 



Agent 
dissociant (M) 


Rendement de 
Filtration (%) 


CaClj 0,35 M 


45 


NaCl 0,35 M 


10 


NaCl 1,0 M 


26 
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L' utilisation d' agents dissociants permet d'augmenter de 
fagon significative la filtrabilite du facteur VIii. 
L' elimination de ces agents par dialyse apres filtration induit 
une reassociation des complexes facteur VIII - facteur von 
Willebrand. L'analyse des produits obtenus met en evidence une 
bonne capacite du facteur von Willebrand a fixer le 
facteur VIII. 

Exemple 5 : Variation de la filtrabilite d'une solution de 
facteur VIII sur une membrane Planova® 15 N en fonction des 
parametres de temperature et pression. 

Le Tableau 5 reproduit ci-apres, indique, le sel utilise 
pour la dissociation et sa concentration demeurant inchanges, le 
rendement de filtration obtenu en faisant varier la pression et 
la temperature. Lorsque la temperature est abaissee, pour une 
pression donnee, on observe une diminution significative du 
rendement de filtration. 

La Figure 1 met en outre clairement en evidence que 
I'abaissement de la pression transmembranaire a des valeurs tres 
faibles permet une amelioration considerable du rendement. 
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TABLEAU 5 



Agent dissociant 


Pression 
(bar) 


Teirperature 
("C) 


Rendement 
filtration (%) 


CaCl2 0,35M 


< 0,10 


35 + 2 


70 


CaCl2 0,35M 


< 0,20 


35 + 2 


58 


CaCl2 0,35M 


0,50 


35 + 2 


45 


CaCl2 0,35M 


< 0,20 


20 + 2 


42 



Exemple 



6 : Etude de la capacite de retention virale du 



5 systeme de filtration dans les conditions de filtration de 
1 ' exemple 1 . 

on utilise comme modele viral le phage e x 17 4 dont la 
taille peut §tre evaluee a 25-30 nm. La membrane et les 
conditions operatoires sont celles decrites aux Exemples 1 et 2. 

10 R6sultats : 

Les resultats contenus dans le Tableau 6 ci-apres mettent 
en evidence une capacite de retention virale tout a fait 
satisf aisante . 
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TABLEAU 6 





Surface de 
filtration 


FVIII:C 
(Ul/ml) 


Volume 
filtre 
(1/m^) 


Charge 
Virale 
(log) 


Retention 
Virale 
(log) 


Exeiople 1 


0,01 


15 


14 


8,3 


>6,8 


Exeicple 2 


0,01 


19 


15 


7,5 


>7,0 
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^^^^^^^ Effet du precede selon 1' invention sur la 

teneur en vWF dans la solution de facteur VIII. 

On a compare la teneur en vWF ainsi que le profil des 
multimeres de vWF sur une solution de facteur VIii telle que 
decrite a I'exemple 1, avant et apr^s la mise en oeuvre du 
procede selon 1' invent ion. 

Les r^sultats obtenus sont reportes au Tableau 7 ci-apres. 
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Avant 
filtration 


Apres 
filtration 


FVTII (Ul/ml) 


17 


7,9 


vWF (Ul/ml) 


5, 6 


0,39 


vWF / FVIII 


0,33 


0, 05 


multimeres de 
wWF > 15 


12 % 




multimeres de 
vWF > 10 


32,4 % 


3, 3 % 


multimeres de 
vWF > 5 


71,5 % 


35, 6 % 



Ainsi, la mise en oeuvre du procede selon 1' invention 
permet bien d'obtenir une solution de facteur viii 
essentiellement depourvue de vWF a haut poids moleculaire, 
notamment essentiellement depourvue des formules multimeriquel 
avec un degre de polymerisation > 15. 
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REVENDICATIONS 



30 



1. Precede de preparation par filtration d'une solution de 
facteur VIII s6curis6e viralement et essentiellement depourvue 
de vWF de haut poids moleculaire, selon lequel : 

- on prepare une solution contenant du facteur VIII de 
haute ou tres haute puret6 contenant ou essentiellement 
depourvue de complexes de haut poids moleculaire facteur VIII- 
vWF ; 

- on met en oeuvre de fagon optionnelle, une etape a) 
permettant, si necessaire, la dissociation des complexes de haut 
poids moleculaire facteur VIII-vWF et I'obtention d'une solution 
essentiellement depourvue de facteur VIII associe ^ du vWF de 
haut poids moleculaire ; 

- on met en oeuvre une etape b) de filtration de ladite 
solution essentiellement depourvue de facteur VIII associe a du 
VWF de haut poids moleculaire sur un filtre hydrophile ayant une 
porosite aussi faible que 15nm. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ladite etape de dissociation est realisee au moyen d'un ion 
chaotropique en quantite suffisante pour permettre la 
dissociation . 

3. precede selon la revendication 2, caracterise en ce que 
ledit ion chaotropique est un ion divalent. 

4. precede selon la revendication 3, caracterise en ce que 
ledit ion divalent est I'ion Ca^*. 

5. Precede selon I'une des revendi cat ions 2^4, 
caracterise en ce que' ledit ion divalent est ajeute sous forme 
d'une solution saline de 0.2 M a saturation des sels. 

6. Precede selon la revendication 5, caracterise en ce que 
ladite solution est une solution de CaCl2. 

7. Precede selon I'une des revendications 5 ou 6, 
caracterise en ce que ledit ion Ca^* est ajeute sous forme d'une 
solution CaCla, 0.35 M k saturation. 
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8. Procede selon I'une des revendications 1 ^ 7, 
caracterise en ce que I'etape b) est effectuee a une pression 
inf^rieure au seuil des recommandations preconisees par le 
f ournisseur . 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que 
ledit filtre est une membrane Planova® 15 N utilise 
pression inferieure ^ 0, 3 bar, de preference inf^rieure 
0,2 bar. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que I'etape b) est effectuee a une temperature 
de I'ordre de 35+5 °C. 

11. Proc6d4 selon I'une quelconque des revendications 1 a 
10, caracterise en ce que la solution de depart est obtenue par 
purification d'une fraction plasmatique, notamment la fraction 
cryopr6cipit6e du plasma, par chromatographie d'echange d'ions. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que la fraction concentree de facteur VIII obtenue a 1 'issue de 
la purification par chromatographie d'echange d'ions est 61uee 
dans les conditions dissociantes de I'etape. a). 

Proced4 selon I'une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart est 
obtenue par pre-purif ication d'une fraction plasmatique, 
notamment la fraction cryoprecipitee du plasma, 'par 
precipitation ^ I'heparine. 

14. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
13, caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart 
est partiellement inactivee viralement par traitement solvant- 
detergent. 

15. Procede selon I'une des revendications 1 ^ 10, 
caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart 
comprend du facteur VIII immunopurif ie . 

16. Precede selon I'une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart 
comprend du facteur VIII recombinant. 
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17. Precede selon I'une des revendication 1 a 16, 
caracterise en ce que le facteur VIII dans la solution de depart 
a une activite specif ique au moins egale a 50 Ul/mg, de 
preference au moins egale a 100 Ul/mg. 
5 18. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 

17, caracterise en ce que la concentration en facteur VIII C de 
la solution de facteur VIII de depart est de environ 2 ^ environ 
100 U/ml, de preference de environ 10 a environ 50 U/ml. 

19. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 a 18, 
10 caracterise en ce que la teneur en proteines de la solution de 

facteur VIII de depart est de environ 0.05 a environ 0.5 mg/ml, 
de preference de environ 0.1 S environ 0.5 mg/ml. 

20. solution de facteur VIII securisee viralement 
susceptible d'etre obtenue par le proc^de selon I'une quelconque 

15 des revendications 1 ^ 19. 

21. Solution selon la revendication 20, a titre de 

medicament . 

22. solution selon la revendication 20, k titre de 
medicament pour le traitement de 1' hemophilic A. 
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